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Abstract
誗AIM:To construct adenovirus vector expressing mice
B7 - H1 gene, transfect dendritic cells ( DCs), and to
study the therapeutic effect of modified DC on thyroid-
associated ophthalmopathy (TAO) in mice.
誗METHODS: We designed and constructed B7-H1 gene
adenovirus expression vector, and transfected DCs from
mouse bone marrow, tested the phenotype and function
of modified DCs, identificated its negative regulation to
immune responses. The modified DCs were infected the
sicked mice. And then the immunotherapeutic effect of
modified DCs to TAO were tested.
誗 RESULTS: B7 - H1 gene adenovirus vector was
constructed and transfected DCs from bone marrow. The
titer of the recombinant adenovirus was 1.8伊10
9PFU/ mL.
B7- H1 gene modified DCs characteristics of regulatory
DCs, could inhibit positive immune responses. The
inhibition proceeding of TAO into mice infected modified
DCs, was obviously prior to the control mice. The gene
modified DCs, maybe become the new immunotherapy
biological agent to thy TAO.
誗 CONCLUSION: We constructed the expression of
mouse B7 - H1 gene adenovirus expressed vector
successfully, transfected DCs,by vector have properties
of regulatory DCs, inhibiting positive immune response
and the occurrence and development of thyroid eye
disease. Gene modified DCs, reveal potent to the
treatment of thyroid eye disease.
誗KEYWORDS:B7-H1; dendritic cells; adenovirus vector;
thyroid-associated ophthalmopathy; negative immun-
oregulation
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摘要
目的:构建表达小鼠 B7-H1 基因的腺病毒载体,转染修
饰树突状细胞,并研究该细胞对小鼠甲状腺相关性眼病
(thyroid-associated ophthalmopathy,TAO)的治疗效应。
方法:设计并构建小鼠 B7-H1 的腺病毒表达载体,转染
小鼠骨髓来源的树突状细胞,检测该树突状细胞的表型
和功能,鉴定其对免疫应答的负向调控能力,采用实验动
物模型观察 B7-H1 基因修饰的树突状细胞在体内治疗
TAO 的效果。
结果:成功构建出具有良好 B7-H1 表达效力的腺病毒载
体,病毒滴度为 1. 8 伊10
9 PFU/ mL,转染腺病毒的小鼠骨
髓来源的树突状细胞表现出调节性树突状细胞性能,能
够负向抑制免疫应答;在动物模型中使用该型树突状细
胞可以有效控制甲状腺眼病的发生发展。
结论:成功构建了表达小鼠 B7-H1 基因的腺病毒表达载
体,转染了该载体的树突状细胞具有调节性树突状细胞
的性能,抑制正向免疫应答,能够有效抑制甲状腺眼病的
发生发展,揭示基因修饰的树突状细胞可能成为治疗甲
状腺眼病的潜在生物制剂。
关键词:B7-H1;树突状细胞;腺病毒;甲状腺相关性眼
病;负向免疫调控
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摇 摇 树突状细胞(dendritic cells, DC)是体内最重要的抗
原提呈细胞(antigen-presenting cells, APC),在免疫应答
中占有独特地位
[1,2]。 在多种 DC 类型中,调节性 DC 是
具有免疫负向调控功能的 DC,能够抑制免疫应答反应,
不仅诱导 T 细胞无能,还能诱生调节性 T 细胞(regulatory
T cells, Treg)
[3,4],高表达 MHC玉类、域类分子,极低表达
共刺激分子,并拮抗 IL-12、IFN-酌 等促进 DC 成熟的信
号,表现出未成熟 DC 的表型特征。 调节性 DC 已被广泛
认为可以在器官移植和自身免疫疾病等领域发挥治疗作
用
[5]。 程序化死亡配体1(programmed death ligand 1, B7-H1)
又名 PD-L1,是 B7 家族的一种共刺激分子,属于负向调
控因子。 有研究表明其可以参与 DC 的分化调控,和调
节性 DC 的诱生
[6]。
摇 摇 甲状腺相关性眼病(thyroid-associated ophthalmopathy,
TAO)是我国最常见的眼眶疾病,其发病机制复杂
[7,8]。
一般认为,TAO 是一种器官特异性的自身免疫疾病,是自
身免疫系统在甲状腺球蛋白等自身抗原的刺激下产生自
身抗体,继而导致眼眶和其他组织广泛的炎症损伤
[9,10]。
我们考虑以负向刺激分子 B7-H1 基因修饰的 DC,可能
具有良好的免疫负向调控效应,有效抑制甲状腺眼病这
种自身免疫疾病的发生发展,为此我们观察了 B7-H1 基
因修饰的 DC 对 T 细胞免疫应答功能的影响和对 TAO 的
治疗效应。
1 材料和方法
1.1 材料摇 293 细胞购自 ATCC。 小鼠 IL-2、IL-1茁、IFN-酌、
IL-10 的 ELISA 试剂盒购自 RD 公司。 腺病毒表达载体
系统 AdEasy
TM Adenoviral Vector System(pAdtrack-CMV、
AdEasy-1、菌种 BJ5183)购于 Stratagene 公司。
1.2 方法
1.2.1 B7-H1 腺病毒表达载体构建摇 利用 RT-PCR 方
法从小鼠外周血单个核细胞内克隆 B7-H1 基因序列,将
其连接入真核表达载体 pcDNA3. 1 中保存。 Not玉和
Hind 芋 双 酶 切 腺 病 毒 穿 梭 质 粒 pAdtrack - CMV 和
pcDNA3. 1-B7-H1 后再连接,筛选鉴定表达正确的阳性
克隆。
1.2.2 腺病毒载体的包装、扩增和滴度测定摇 在 293 细
胞内对重组的 B7-H1 腺病毒载体进行包装扩增,采用氯
仿处理-PEG/ NaCl 沉淀-氯仿抽提方法纯化病毒,包装
出的病毒命名为 Ad-B7-H1。 同时构建重组腺病毒 Ad-
GFP。 病毒滴度测定采用倍比稀释法感染293 细胞测定。
1.2.3 Ad-B7-H1 转染修饰 DC摇 颈椎脱臼法处死 Balb/ c
小鼠,按 Weodman
[11]的方法培养小鼠骨髓来源的 DC,培
养至第 4d 时,在无血清的培养基中以 1颐200 的 MOI 值进
行 rAd-B7-H1 病毒和对照 rAd-GFP 病毒的转染,设未经
病毒转染的正常 BMDC 为对照。 基因转导效率通过转染
后 GFP 的表达来判定。
1.2.4 Ad-B7-H1 修饰的 DC 表型检测摇 采用流式细胞
仪检测经 B7-H1 修饰的 DC 的 MHC-II 类分子的表达。
1.2.5 MLR 反应摇 采用
3H-TdR 掺入法检测 Ad-B7-H1
修饰的 DC 刺激同种异体 T 细胞增殖反应的能力。 实验
分组为:(1)B7-H1-DC 组;(2)GFP-DC 组;(3)Day8-
DC 组;(4)Day5-DC 组。 比较各组 DC 促 T 细胞增殖的
能力,收集各组培养上清,采用 ELISA 方法检测 IL-2、
IFN-酌 和 IL-10 的分泌情况。
图 1摇 B7-H1 基因的琼脂糖凝胶电泳图摇 1: DL2000 DNA 标
志物; 2: B7-H1 片段扩增基因;摇 3:阴性对照。
图2摇 DC 经重组腺病毒转染后胞内绿色荧光蛋白的表达(伊400)。
1.2.6 小鼠甲状腺眼病动物模型中观察重组腺病毒 Ad-
B7-H1 修饰的 DC 对炎症反应进程的负向调控作用摇 取
60 只 Balb/ c 小鼠,雌雄各半,分为 4 组,每组 15 只。 采
用重组质粒 pcDNA3. 1/ hTSHR 多部位注射各只小鼠建立
小鼠甲状腺眼病的动物模型。 接下来将实验小鼠分为:
生理盐水组,眼眶局部内注入 0.5mL 生理盐水;Ad-B7-H1
修饰的 DC 治疗组,眼眶局部内采用基因枪注入 4伊10
9TU
重组腺病毒,分别于第 7,14,21,28d 分批处死动物,每次
每组处死 4 只大鼠,取眼眶组织灌洗后,收集上清,用磁
珠分选 CD4
+T 细胞,4h 后采用 Bio-Plex 悬浮芯片系统测
定其中 IL-2、IFN-酌、IL-10 的含量。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件分析处理,组
间比较用独立 t 检验,P<0. 05 为具有统计学意义。
2 结果
2.1 B7-H1 基因的克隆摇 用特异性引物经一步法 RT-
PCR 扩增 B7-H1 基因,以 10g/ L 琼脂糖凝胶电泳鉴定扩
增条带。 如图 1 所示,扩增片断大小约为 873bp 左右,与
理论上的核苷酸片断大小相符。
2.2 Ad-B7-H1 重组腺病毒的制备、转染和滴度测定摇
将 B7-H1 基因序列连接入穿梭质粒,组建重组腺病毒
Ad- B7-H1,同时构建重组腺病毒 Ad-GFP,重组质粒进
行包装和纯化后感染 DC,在培养 48h 后,即可有 GFP 的
表达,并且逐渐增多。 可见 Ad-B7-H1 和 rAd-GFP 的转
染效率约为60%(转染阳性细胞占总细胞数60%),见图2。
病毒滴度测定实验测定其滴度为 1. 8伊10
9 PFU/ mL。
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分析表明经 Ad-B7-H1 重组腺病毒转染的 DC(B7-H1-
DC)和培养至第8d 的 DC(Day8-DC)均表达高水平的 B7-
H1,而培养至第 5d 的 DC(Day5-DC)和经 GFP 基因转染
的 DC(GFP-DC)都表达较低水平的 B7-H1;Day8-DC 表
达高水平的 CD80、CD86、CD40 和 MHC-域分子(Ia),而
Day5-DC、GFP-DC 和 B7-H1-DC 都表达较低水平的
CD80、CD86、CD11c 和 MHC-域分子(Ia),三组之间并无
显著差异,见图 3。
2.4 Ad-B7-H1 重组腺病毒修饰的 DC 抑制 MLR 反应摇 我
们将 BALB/ c 小鼠来源的 Day8-DC、Day5-DC、GFP-DC
和 B7-H1-DC 与 C57BL/6 小鼠来源的同种异基因脾脏 T
细胞作混合淋巴细胞培养。 结果显示:与 Day8-DC 相
比,Day5-DC、GFP-DC 和 B7-H1-DC 与同种异基因脾脏
T 细胞的 MLR 皆明显减弱(P<0. 01);与 Day5-DC 和
GFP-DC 相比,B7-H1-DC 减弱的更明显(P<0. 01),而
Day5-DC 与 GFP-DC 之间则无显著差异(P>0.05),见图4。
2.5 Ad-B7-H1 重组腺病毒修饰的 DC 对 MLR 反应中
细胞因子表达的影响摇 B7-H1-DC 诱导的 MLR 反应体
系的上清中,代表 Th1 亚群的细胞因子 IL-2、IFN-g 和代
表 Th2 亚群的细胞因子 IL-4、IL-10 水平都明显降低(P<
0. 01),见图 5。
2.6 动物模型中 T 细胞分泌炎性因子减少摇 按常规方法
建立甲状腺眼病动物模型,导入重组腺病毒 Ad-B7-H1
修饰的 DC,分别于各时间点处死小鼠,分选收集 CD4
+T
细胞,采用芯片系统测定,发现基因修饰组与生理盐水处
理组的小鼠相比在第 7d 时 IL-2、IFN-酌 和 IL-10 含量显
著下降(P<0. 05,表 1);基因修饰组与生理盐水处理组的
小鼠相比在第 14d 时 IL-2、IFN-酌 和 IL-10 含量显著下
降(P<0. 05,表 1);在第 21d 和第 28d 时检测,也发现基
因修饰组小鼠分泌的 IL-2、IFN-酌 和 IL-10 含量较生理
盐水组小鼠也分别显著下降(P<0.05,表 1)。
3 讨论
摇 摇 TAO 是与甲状腺功能紊乱相关的自身免疫疾病,是
当前我国成人眼眶疾病中最见得病症。 因为其高发病率
和损伤的不可逆性,TAO 一直是眼科学研究的一个热点。
因为其发病机制非常复杂,也缺乏有效合理的治疗手段。
经过学者们的研究,目前普遍认为参与 TAO 的自身抗原
包括 TSHR、G2s 蛋白和甲状腺球蛋白等,这些自身抗原
激发机体自身反应性 T 细胞,分泌细胞因子,启动 Th1 和
Th2 型免疫应答诱发针对自身眼眶组织的炎症反应;在
急性发病期通常是 Th1 型反应为主,表现为急性炎症征
象;在慢性迁延期以 Th2 型反应为主,表现为慢性炎症反
应,甚至伴有纤维化
[12,13]。 种种研究显示 TAO 的发病进
程表现为典型的自身炎症反应类型,其中 T 细胞介导的
Th1 和 Th2 反应相继主导病程发展,因而有效控制 TAO
中 T 细胞介导的炎症反应成为 TAO 生物治疗的关键
[14]。
摇 摇 树突状细胞在免疫应答中占有独特地位,具有双重
免疫学功能:既可以激发免疫应答;也可以诱导免疫耐
受
[15]。 研究表明,髓系未成熟 DC 亚群( immature DC
subset, imDC)由于表面缺乏刺激 T 细胞活化的黏附分子
B7、CD40、CD80、CD86 等,具有免疫耐受性,能诱导 T 细
胞的失能(anergy)、低反应性,下调 Th1/ Th2 型免疫反应
比例,建立“免疫偏移冶状态,并诱导调节性 T 细胞(regulatory
T cells, Treg)的产生,而在器官移植免疫耐受的诱导和
图 3摇 各实验组 DC 的表型分析摇 A:流式细胞仪检测各组 DC
细胞表面的 CD80 分子;B:流式细胞仪检测各组 DC 细胞表面
的 CD86 分子;C:流式细胞仪检测各组 DC 细胞表面的 CD40 分
子;D:流式细胞仪检测各组 DC 细胞表面的 Ia 分子。
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指标 分组
时间
7d 14d 21d 28d
IL-2 修饰 DC 组 29. 54依14. 23 44. 4依18. 16 47. 25依16. 82 43. 71依12. 32
生理盐水组 122. 28依22. 17
a 156. 37依26. 43
a 166. 21依25. 82
a 152. 24依18. 29
a
IFN-酌 修饰 DC 组 4. 56依2. 72 5. 69依3. 22 4. 87依1. 89 2. 98依1. 32
生理盐水组 22. 32依9. 21
a 25. 56依11. 36
a 27. 78 依11. 52
a 19. 94依8. 44
a
IL-10 修饰 DC 组 3. 25依2. 23 4. 42依2. 92 4. 96依2. 12 4. 59依1. 57
生理盐水组 7. 52依3. 26
a 15. 78依4. 81
a 18. 53依5. 66
a 22. 29依6. 45
a
摇 摇 摇 摇 摇 摇
aP<0. 05 vs 修饰 DC 组。
图 4摇 各组 DC 刺激的同种异基因 T 细胞增殖。
自身免疫疾病的治疗中具有光明前景
[16]。 调节性 DC 是
具有免疫负向调控功能的 DC 亚群,其多以以免疫抑制因
子(IL-10、TGF-茁、皮质类固醇)诱导产生
[17,18]。 随着免
疫抑制分子对 DC 的调控研究的深入,目前已经有很多研
究证实将免疫抑制基因如 CTLA-4、TGF-茁、IL-10、B7-H1
等导入 DC 可以有效抑制 DC 成熟,进而抑制 T 细胞功
能
[19]。 而进行基因修饰的主要工具有腺病毒载体、慢病
毒载体等,其中腺病毒载体是最常用的基因修饰工具,可
以有效负载免疫抑制基因导入 DC 中,进而调控 DC
功能
[20]。
摇 摇 B7-H1 是属于 CD28 家族的一种负向共刺激分子,B7-H1
的表达与 DC 的成熟状态密切相关,未成熟 DC 上高表达
B7-H1,成熟 DC 上表达则较低;而以 LPS 和 IFN-酌 刺激
DC 后,B7-H1 表达量呈几十倍的增加。 B7-H1 与 DC 亚
群的分化也密切相关。 高表达 B7-H1 的 imDC,可以诱导
Treg 细胞增殖,刺激 Th 细胞产生 IL-10,显示出了调节性
DC 的一些特性
[21,22]。 种种研究都提示 B7-H1 可以调控
DC 向调节性 DC 亚群分化,有效抑制 DC 介导的 T 细胞反
应,抑制 T 细胞介导的 Th1 型反应
[23]。 而 Th1 型免疫反
应在 TAO 的发病初期起了决定性作用,如果将 B7-H1 基
因修饰的 DC 导入 TAO 小鼠中,可能有效抑制 TAO 的急
性期反应,抑制 TAO 的发生发展,对 TAO 的治疗开辟新
的途径。
摇 摇 在本研究中,我们从外周血单个核细胞内克隆得到了
B7-H1 的基因序列,并成功构建重组腺病毒用于转染
DC,结果显示经 Ad-B7-H1 基因修饰的 DC 具有未成熟
DC 的表型,能够抑制 MLR 反应中 T 细胞增殖,和 T 细胞
相关炎性细胞因子分泌,体现出调节性 DC 的表征。 体内
实验也证实,导入了腺病毒修饰的 DC 实验组小鼠其眼眶
内 T 细胞分泌炎性细胞因子下降,病理提示眼眶内炎性程
图5摇 各组 DC 刺激的 MLR 反应中 T 细胞分泌细胞因子水平摇
A: ELISA 检测刺激细胞分泌 IFN-酌 含量; B:ELISA 检测刺激细
胞分泌 IL-2 含量;C:ELISA 检测刺激细胞分泌 IL-10 含量。
度较低,组织损伤轻微。 这些研究结果显示 B7-H1 基因
修饰的 DC 在抑制 TAO 急性进程中可能起到重要作用,有
可能成为 TAO 治疗的新靶点。 但由于 TAO 发生机制非
常复杂,影响因素众多,且急慢性期的免疫炎症反应类型
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[24],对 B7-H1 基因修饰的 DC 调控眼眶内 T 细胞炎
症反应进程和相关信号转导机制仍需要进一步探索,深入
研究其在 TAO 整个发病阶段的作用,探究其与其他生物
靶点的协同效应,寻找 TAO 生物治疗的综合诊疗措施。
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